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!基础研究!

补阳还五汤上调
?@K7L

#

!#"

表达促进人脑

微血管内皮细胞血管生成

胡$辉$储利胜$孙斯琪$李$琳$方$燕$顾晶晶$张建平

摘要$目的$体外研究
?@K7L

#

!#"

在补阳还五汤"

M021DE N01DO0 G-A4AP@4D

#

M;N*G

$促进人

脑微血管内皮细胞"

NM+>&C

$血管生成中的作用及其机制% 方法$制备
M;N*G

含药血清#脂质体
!"""

将
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

转染至
NM+>&C

#

NM+>&C

分为空白血清组"

#"Q

正常对照血清$&

M;N*G

含

药血清组"

#"QM;N*G

含药血清$&

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

阴性对照组"

7& #"Q M;N*G

含药血清
R

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

$和
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

组"

#"Q M;N*G

含药血清
R ?@K7L

#

!#" @DB@.@

#

P4/

$'采用
+))

&

)/1DCO-55

和管腔形成实验分别检测
NM+>&C

增殖&迁移和管腔形成'

SK)

#

T&K

检测

?@K7L

#

!#"

&血管内皮生长因子"

3>U,

$和血管内皮生长因子受体#

!

"

3>U,K!

$

?K7L

表达#

*-CP-/D

M54P

检测
3>U,

和
3>U,K!

蛋白表达% 结果$与空白血清组比较#

M;N*G

含药血清组
NM+>&C

增殖&

迁移和管腔形成增加"

T V"

!

"#

$#

?@K7L

#

!#"

&

3>U,

和
3>U,K! ?K7L

和蛋白表达增加"

T V"

!

"#

$% 与

M;N*G

含药血清组比较#

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

组
NM+>&C

增殖&迁移和管腔形成减少"

T V "

!

"#

$#

3>U,

&

3>U,K! ?K7L

和蛋白表达减少"

T V"

!

"#

$% 结论$

M;N*G

可促进
NM+>&C

血管生成#其机制

可能与其上调
?@K7L

#

!#"

表达激活
3>U,

信号通路有关%

关键词$补阳还五汤' 人脑微血管内皮细胞' 微小
K7L

#

!#"

' 血管生成' 血管内皮生长因子

M021DE N01DO0 G-A4AP@4D T/4?4P-C N0?1D M/1@D +@A/4W1CA051/ >DX4PB-5@15 &-55C LDE@4E-D-C@C

PB/40EB YZ/-E051P@DE ?@K7L

#
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$
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!

&NY \@

#
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!

]Y7 ]@

#
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!

\( \@D

!

,L7U

;1D

!

UY '@DE

#

J@DE

!

1DX ^NL7U '@1D

#

Z@DE

$

G-Z1/P?-DP 4_ TB2C@454E2

!

^B-J@1DE &B@D-C- +-X@A15 YD@

#

W-/C@P2

!

N1DE`B40

$

%#""9%

%

LM])KL&)

#

H.J-AP@W-

#

)4 @DW-CP@E1P- PB- /45- 4_ ?@K7L

#

!#" 4D M021DE N01DO0 G-A4AP@4D

$

M;N

#

*G

%

@DX0A@DE B0?1D ./1@D ?@A/4W1CA051/ -DX4PB-5@15 A-55C

$

NM+>&C

%

@D W@P/4 1DX PB- 0DX-/52@DE ?-AB1

#

D@C?C 6 +-PB4XC

#

M;N*G A4DP1@D@DE C-/0? O1C Z/-Z1/-X

!

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ O1C P/1DC_-AP-X @DP4 NM

#

+>&C .2 \@Z4_-AP1?@D- !"""6 NM+>&C O-/- X@W@X-X @DP4 PB- .51Da C-/0? E/40Z

$

#"Q D4/?15 A4DP/45 C-/

#

0?

%!

M;N*G

#

A4DP1@D@DE C-/0? E/40Z

$

#"Q M;N*G A4DP1@D@DE C-/0?

%!

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ D-E1P@W-

A4DP/45 E/40Z

$

#"Q M;N*G A4DP1@D@DE C-/0? R ?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

%

1DX ?@K7L @DB@.@P4/ E/40Z

$

#"Q M;N*G A4DP1@D@DE C-/0? R ?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

%

6 NM+]&C Z/45@_-/1P@4D

!

?@E/1P@4D 1DX P0.- _4/

#

?1P@4D O-/- X-P-AP-X .2 +))

!

P/1DCO-55 AB1?.-/ 1DX A1Z@551/2

#

5@a- P0.- _4/?1P@4D 1CC12 1_P-/ P/-1P-X

O@PB M;N*G

#

A4DP1@D@DE C-/0?

!

/-CZ-AP@W-52 6 ?@K7L

#

!#"

!

3>U, 1DX 3>U,K! ?K7L -[Z/-CC@4DC O-/-

-[1?@D-X .2 SK)

#

T&K6 )B- Z/4P-@D -[Z/-CC@4D 4_ 3>U, 1DX 3>U,K! O-/- 1CC-CC-X .2 *-CP-/D M54P6 K-

#

C05PC

#

&4?Z1/-X O@PB PB- .51Da C-/0? E/40Z6 )B- Z/45@_-/1P@4D

!

?@E/1P@4D 1DX P0.- _4/?1P@4D 4_ NM+>&C

4_ M;N*G A4DP1@D@DE C-/? E/40Z O-/- C@ED@_@A1DP52 Z/4?4P-X

$

T V"

$

"#

%!

?@K7L

#

!#"

!

3>U, 1DX 3>U

#

,K! ?K7L 1DX Z/4P-@D -[Z/-CC@4D O-/- 0Z

#

/-E051P-X

$

T V"

$

"#

%

6 &4?Z1/-X O@PB M;N*G A4DP1@D@DE C-/

#

0? E/40Z

!

NM+>&C Z/45@_-/1P@4D

!

?@E/1P@4D 1DX P0.- _4/?1P@4D 4_ ?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ D-E1P@W- A4DP/45

E/40Z O-/- X-A/-1C-X

!

3>U, 1DX 3>U,K! ?K7L 1DX Z/4P-@D -[Z/-CC@4D O-/- X4OD

#

/-E051P-X

$

T V"

$

"#

%

6 &4DA50C@4D

#

M;N*G A405X Z/4?4P- NM+>&C 1DE@4E-D-C@C

!

1DX PB- ?-AB1D@C? O1C /-51P-X

P4 1AP@W1P@4D 4_ 3>U, C@ED15@DE Z1PBO12 .2 0Z/-E051P@4D 4_ ?@K7L

#

!#" -[Z/-CC@4D6
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M021DE N01DO0 G-A4AP@4D

&

B0?1D ./1@D ?@A/4W1CA051/ -DX4PB-5@15 A-55C

&

?@K7L

#

!#"

&

1DE@4E-D-C@C

&

W1CA051/ -DX4PB-5@15 E/4OPB _1AP4/

$$缺血性脑卒中是成年人死亡和致残的主要原因'

脑缺血后缺血周边区新生血管范围和密度越大!其死

亡率越低(存活期越长!促进血管生成有助于脑组织修

复和功能恢复)

#

*

'

?@A/4K7LC

$

?@K7LC

%是一类长约

!!

个核苷酸的内源性单链非编码小分子
K7L

!通过与靶

基因
?K7L %

%端非翻译区$

%

%#

Y)K

%结合!调控多种基因

表达!参与细胞增殖(迁移(分化和凋亡等过程)

!

*

'

?@K

#

7L

#

!#"

是一种低氧相关
?@K7L

' 体内外研究发现!缺

氧诱导血管内皮细胞表达
?@K7L

#

!#"

!从而上调血管内

皮生长因子 $

W1CA051/ -DX4PB-5@15 E/4OPB _1AP4/

!

3>U,

%信号通路促进血管生成)

%

!

:

*

' 补阳还五汤是中医

临床治疗脑缺血及其后遗症的代表方剂' 笔者前期在体

研究发现!补阳还五汤促进脑缺血后血管生成和神经功

能恢复)

9

!

<

*

' 体外研究发现!补阳还五汤含药血清促进人

脑微血管内皮细胞$

B0?1D ./1@D ?@A/4W1CA051/ -D

#

X4PB-5@15 A-55C

!

NM+>&C

%增殖和迁移)

8

*

' 本实验进一

步在体外观察补阳还五汤是否通过上调
?@K7L

#

!#"

表

达促进
NM+>&C

血管生成'

材料与方法

#

$动物与细胞$清洁级健康雄性
]G

大鼠!

% c

:

月龄!体重
!9" c%"" E

!购自上海西普尔#必凯实验动

物有限公司!许可证号#

]&db

$沪%

!"#%

+

""#<

!饲养在

浙江中医药大学实验动物中心!室温$

!! !#

%&!相对湿

度
:"Q c<"Q

!

#! BI#! B

明暗循环!自由饮食进水'

NM+>&C

细胞株购自美国模式培养物集成库' 本实验

经浙江中医药大学动物管理与伦理委员会批准$编

号#

^]\\

"

!"#9

"

:#

%!动物饲养管理和动物实验操

作符合,浙江省实验动物管理条例-等法规的要求'

!

$药物$补阳还五汤原方来源于,医林改错-!由

黄芪
#!" E

$当归
< E

$川芎
:

!

9 E

$赤芍
:

!

9 E

$地龙

% E

$红花
% E

$桃仁
% E

组成!所有药材均购自浙江中

医药大学中医门诊部' 以上药物加水浸泡
! B

!水煎两

次!每次
:" ?@D

!合并后浓缩为含生药
! EI?\

'

%

$试剂及仪器$

KT+(#<:"

培养基$杭州吉诺

生物技术有限公司!批号#

!"#<#"%#":

%&胰酶$杭州

吉诺生物技术有限公司!批号#

!"#<#!!8"#

%&优级胎

牛血清$美国
U@.A4

公司!批号#

#9!8:=:

%&

+))

$美

国
]@E?1

公司!批号#

+bMU=<!83

%&

+1P/@E-5

基底

膜基质 $美国
MG

公司! 批号#

!!<%99$

%&

\@Z4

#

_-AP1?@D- !""" K-1E-DP

$美国
(DW@P/4E-D

公司!批

号#

#8%:=8<

%&

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

阴性对照
?@K

#

7L

#

!#" @DB@.@P4/ D-E1P@W- A4DP/45

!

?@K7L

#

!#" @D

#

B@.@P4/ 7&

!广州锐博生物科技有限公司!批号#

!!59A2%

%(

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

$广州锐博生物科技

有限公司!批号#

""8!$

%&

)/@`45 K-1E-DP

$日本
)1b1

#

K1

公司!批号#

LbL!%"<

%(逆转录
T&K

试剂盒$美国

A54DP-AB

公司!批号#

N":#$"!M

%(

];MK T/-?@[ >[

)1S )+!

$日本
)1b1K1

公司!批号#

Lb=!"%

%&

?@K

#

7L

#

!#"

上游引物
9

%#

)L))LU&&&&)U&&&L&&U&

#

%

%$批号#

$%"%=8=$8"!

%!下游引物
9

%#

L)&&LU)U

#

&LUUU)&&ULUU

#

%

%$批号#

$%"%=8=$8"#

%&

3>U,

上游引物
9

%#

UUU)LU&)&UULUU)&U)

#

%

%$批号#

$%"%=8=$8"8

%!下游引物
9

%#

&)UL&&UU)&&L&

#

&)LL&&

#

%

%$批号#

$%"%=8=$8"<

%&

3>U,K!

上游引

物
9

%#

ULULU&UU)&LL)U)U)U U)

#

%

% $ 批 号#

$%"%=8=$8"9

%! 下 游 引 物
9

%#

UU)U&&UU)LU

#

ULULUUL)L

#

%

%$批号#

$%"%=8=$8":

%&

Y<

上游引物

9

%#

LULULLUL))LU&L)UU&&&

#

%

% $ 批 号#

#8"#"9:L

%!下 游 引 物
9

%#

L)&&LU)U&LUUU)&

#

&ULUU

#

%

%$批号#

#9#"=%$L

%!

ULTGN

上游引物
9

%#

&UULU)&LL&UUL)))UU)&U)L)

#

%

% $ 批 号#

=%"!!9=:!:

%!下游引物
9

%#

LU&&))&)&&L)UU)

UU)ULLUL&

#

%

%$批号#

=%"!!9=:!9

%!上述引物均购

自上海生工生物工程股份有限公司&

]G]

#

TLU>

凝胶

试剂盒 $上海碧云天生物技术有限公司!批号#

":###8#8":##

%&兔抗
3>U,

多克隆抗体$美国
]1DP1

&/0`

公司!批号#

L"8#:

%(鼠抗
ULTGN

单克隆抗体

$美国
]1DP1 &/0`

公司!

CA

#

:88!:

%&兔抗
3>U,K!

单

克隆抗体$美国
L.A1?

公司!批号#

UK!#":%

#

#

%&辣根

过氧化物酶标记羊抗兔$北京中杉金桥生物技术有限公

司!

^GK

#

9%"<

%(羊抗鼠二抗$北京中杉金桥生物技术

有限公司!

^GK

#

9%"8

%&

&H

!

细胞培养箱$日本
]L7;H

公司!型号#

+&H

#

9L&

%&超净台$江苏净化设备有限公

司!型号#

]*

#

&'

#

!,

%&倒置相差显微镜$德国
\-@A1

公

司!

G+(\ \>G

%&全自动酶标仪$美国
M@4

#

)-a

公司!型

号#

>\[$""

%&实时荧光定量
T&K

仪$美国
M@4

#

K1X

公

司!型号#

@e9

%&紫外可见分光光度计$美国
)B-/?4

公

司!型号#

31/@4Ca1D ,51CB

%&垂直电泳转膜系统$美国

M@4

#

K1X

公司!型号#

T4O-/T1AP M1C@A

%(

T3G,

膜$美

国
+@55Z4/-

!批号#

b97L$"!9,

%(凝胶图像处理系统

$美国
M@4

#

K1X

公司!型号#

YD@W-/C15 N44X!

%'
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$补阳还五汤含药血清制备$大鼠按随机数字

法分为正常对照组和补阳还五汤$

M;N*G

%组'

M;N

#

*G

组给予
M;N*G

$

#% EIaE

%灌胃!正常对照组给予

等量生理盐水!

!

次
I

日!连续
%

日' 末次给药
! B

后!腹

主动脉取血!室温静置
! B

!

: """ /I?@D

!

:

&离心

#9 ?@D

!收集的血清于
9<

&水浴中灭活
%" ?@D

!经

"

!

!! "?

微孔滤膜过滤除菌!分装!"

!"

&保存备用'

9

$细胞转染与分组$

NM+>&C

复苏后!用含
#"Q

,M]

的
KT+(#<:"

培养基在
%8

&(

9Q &H

!

培养箱内培

养!待细胞贴壁生长融合至
$"Q c="Q

时传代' 取生长

状态良好的
NM+>&C

细胞!加不含双抗的培养基培养!

待细胞完全贴壁融合至
$"Q

左右时进行转染' 细胞转染

按照脂质体
!"""

说明书进行!

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

转

染浓度为
#"" D?45I\

' 设空白血清组$

#"Q

正常对照血

清%!

M;N*G

含药血清组 $

#"QM;N*G

含药血清%!

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

组$

#"QM;N*G

含药血清

R ?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

%!

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

组

$

#"QM;N*G

含药血清
R ?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

%'

<

$观察指标及检测方法

<

!

#

$细胞增殖$转染
!: B

后!胰酶消化
NM

#

+>&C

!加入含
#"Q,M]

完全培养基重悬细胞!调整

细胞密度为
#

'

#"

9个
I?\

!以每孔
#"" "\

细胞悬液

加入到
=<

孔板中' 各组加相应血清或药物!置于

%8

&(

9Q&H

!

饱和湿度的培养箱内孵育'

!: B

后弃

培养基!每孔加入终浓度
"

!

9 ?EI?\

含
+))

的
TM]

缓冲液
#"" "\

!继续孵育
: B

!每孔加入
#9" "\ G+

#

]H

!振荡混匀
#" ?@D

' 待沉淀完全溶解后!酶标仪上

:=" D?

检测各孔
HG

值' 每组设
<

个复孔'

<

!

!

$

)/1DCO-55

实验$将
+1/P/@E-5

基质胶均匀

铺在
)/1DCO-55

小室!下层加入
<"" "\

的
9Q,M]

培

养基' 消化转染的细胞!小室内接种
!"" "\

细胞悬

液$

$

'

#"

:个
I

每小室%' 各组加相应血清或药物!培养

!: B

后!用棉签轻轻擦掉小室内侧底面未迁移的细

胞!

:Q

多聚甲醛室温固定
#" ?@D

!

"

!

#Q

结晶紫室温

染色
#9 ?@D

!倒置相差显微镜下拍照(计数'

<

!

%

$管腔形成实验$将
+1/P/@E-5

基质胶均匀铺

在
!:

孔板!将细胞按
!

'

#"

:个
I

孔细胞接种至
!:

孔板!

各组加相应血清或药物!置于
%8

&(

9Q &H

!

饱和湿度

的培养箱内孵育
!: B

后!计算管腔样结构数量'

<

!

:

$

SK)

#

T&K

检测$按
)/@`45

试剂盒说明书

提取总
K7L

!逆转录成
AG7L

'

K-15

#

P@?- T&K

按

照
];MK T/-?@[ >[ )1S !

试剂盒说明书进行' 反

应条件为#

=9

& 预变性
% ?@D

!然后
=9

&

%" C

!

99

&

%" C

!

8!

&

%" C

!

:"

个循环!每个样品设
%

个

复孔!结果计算
!

"

!!&P进行相对表达量分析'

<

!

9

$

*-CP-/D M54P

检测$消化收集细胞!加入

!"" "\

蛋白裂解液!

:

&

$ """ /I?@D

离心
#" ?@D

!取

上清!

M&L

法测定蛋白浓度' 根据
]G]

#

TLU>

凝胶配

制试剂盒说明书配胶!进行电泳!转膜!封闭!分别加入

3>U,

和血管内皮生长因子受体#

!

$

W1CA051/ -DX4

#

PB-5@15 E/4OPB _1AP4/ /-A-ZP4/ !

!

3>U,K!

%一抗$

#

(

# """

%孵育!

:

&静置过夜' 洗膜后加入二抗$

#

(

! """

%!室温
! B

!充分洗涤!

>&\

显色!显影成像分析

系统分析结果' 内参使用
ULTGN

!以目标蛋白
IULT

#

GN

灰度比值为统计量'

8

$统计学方法$采用
]T]] !#

!

"

统计软件进

行分析!数据以
[

)

C

表示' 采用单因素方差分析并

]7b

进行组间比较!

T V"

!

"9

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组
NM+>&C ?@K7L

#

!#"

表达比较$表
#

%

血清孵育
!: B

后!与空白血清组比较!

M;N*G

含药

血清组
?@K7L

#

!#"

表达显著增加$

T V"

!

"#

%'

表
#

#各组
NM+>&C ?@K7L

#

!#"

表达比较$$

[

)

C

%

组别
D

?@K7L

#

!#"I!

"

!!

&P

空白血清
< #

*

""

)

"

*

"%

M;N*G

含药血清
<

%

*

%9

)

"

*

!$

f

$$注#与空白血清组比较!

f

T V"

!

"#

!

$各组
NM+>&C

增殖比较$表
!

%$与空白血清组

比较!

M;N*G

含药血清组
NM+>&C

增殖显著增加$

T V

"

!

"#

%&与
M;N*G

含药血清组比较!

?@K7L

#

!#" @DB@.@

#

P4/

组
NM+>&C

增殖显著减少$

T V"

!

"#

%!而
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

组差异无统计学意义$

T g"

!

"9

%'

%

$各组
NM+>&C

迁移细胞数量比较$表
!

!图

#

%$与空白血清组比较!

M;N*G

含药血清组
NM

#

+>&C

迁移数量显著增多$

T V"

!

"#

%&与
M;N*G

含

药血清组比较!

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

组
NM+>&C

迁

移数量显著减少$

T V"

!

"#

%!而
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

7&

组差异无统计学意义$

T g"

!

"9

%'

表
!

#各组
NM+>&C

增殖(迁移细胞数和

管腔形成数比较$$

[

)

C

%

组别
D HG

值
细胞数

$个
I

视野%

管腔数

$个
I

视野%

空白血清
< "

*

9"#

)

"

*

"#! =8

)

$ #!

*

9

)

#

*

%

M;N*G

含药血清
<

"

*

<%!

)

"

*

"%#

f

#!#

)

#"

f

!$

*

%

)

!

*

9

f

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7& < "

*

<!:

)

"

*

"$% #!<

)

#" !<

*

$

)

%

*

<

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ <

"

*

:$%

)

"

*

"#!

!

8<

)

#!

!

#"

*

<

)

!

*

=

!

$$注#与空白血清组比较!

f

T V"

!

"#

&与
M;N*G

含药血清组比较!

!

T V"

!

"#
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!

!

$$注#

L

为空白血清组&

M

为
M;N*G

含药血清组&

&

为
?@K

#

7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

组&

G

为
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

组&箭头所

指为
NM+>&C

图
#

#各组
NM+>&C

迁移的细胞数量比较

$比例尺#

9" "?

%

:

$各组
NM+>&C

管腔形成数量比较$表
!

!图

!

%$与空白血清组比较!

M;N*G

含药血清组
NM

#

+>&C

管腔形成数量显著增多$

T V "

!

"#

%&与
M;N

#

*G

含药血清组比较!

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

组管腔

形成数量显著减少$

T V"

!

"#

%!而
?@K7L

#

!#" @DB@.

#

@P4/ 7&

组差异无统计学意义$

T g"

!

"9

%'

$$注#

L

为空白血清组&

M

为
M;N*G

含药血清组&

&

为

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

组&

G

为
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

组&箭

头所指为管腔

图
!

#各组
NM+>&C

形成毛细血管样管腔数量比较

$比例尺#

9" "?

%

9

$各组
NM+>&C

的
3>U,

和
3>U,K! ?K7L

表达比较$表
%

%$与空白血清组比较!

M;N*G

含药

血清组
3>U,

和
3>U,K! ?K7L

表达显著增加$

T V

"

!

"#

%&与
M;N*G

含药血清组比较!

?@K7L

#

!#" @D

#

B@.@P4/

组
3>U,

和
3>U,K! ?K7L

表达显著减少

$

T V "

!

"#

%!而
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

组差异无

统计学意义$

T g"

!

"9

%'

表
%

#各组
NM+>&C

的
3>U,

和

3>U,K! ?K7L

表达比较$$

[

)

C

%

组别
D

3>U,I!

"

!!&P

3>U,K!I!

"

!!&P

空白血清
< #

*

"""

)

"

*

"!: #

*

"""

)

"

*

"%!

M;N*G

含药血清
<

!

*

"9!

)

"

*

%#!

f

#

*

$!8

)

"

*

#=$

f

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7& < !

*

"9#

)

"

*

#%! !

*

#":

)

"

*

!<%

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ <

"

*

<$!

)

"

*

"<#

!

"

*

9$:

)

"

*

"9#

!

$$注#与空白血清组比较!

f

T V"

!

"#

&与
M;N*G

含药血清组比较!

!

T V"

!

"#

<

$各组
NM+>&C

的
3>U,

和
3>U,K!

蛋白表

达比较$表
:

!图
%

%$与空白血清组比较!

M;N*G

含

药血清组
3>U,

和
3>U,K!

蛋白表达显著增加$

T V

"

!

"#

%&与
M;N*G

含药血清组比较!

?@K7L

#

!#" @D

#

B@.@P4/

组
3>U,

和
3>U,K!

蛋白表达显著减少$

T V

"

!

"#

%!而
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

组差异无统计学

意义$

T g"

!

"9

%'

表
:

#各组
NM+>&C

的
3>U,

和
3>U,K!

蛋白表达比较$$

[

)

C

%

组别
D 3>U,IULTGN 3>U,K!I ULTGN

空白血清
< "

*

!<

)

"

*

"9 "

*

!"

)

"

*

"<

M;N*G

含药血清
<

"

*

9"

)

"

*

"$

f

"

*

99

)

"

*

#%

f

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7& < "

*

9$

)

"

*

#! "

*

9:

)

"

*

#!

?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/ <

"

*

!!

)

"

*

"<

!

"

*

#9

)

"

*

":

!

$$注#与空白血清组比较!

f

T V"

!

"#

&与
M;N*G

含药血清组比较!

!

T V"

!

"#

$$注#

L

为空白血清组&

M

为
M;N*G

含药血清组&

&

为
?@K

#

7L

#

!#" @DB@.@P4/ 7&

组&

G

为
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

组

图
%

#各组
NM+>&C

的
3>U,

和
3>U,K!

蛋白表达

讨$$论

血管生成包括内皮细胞增殖(迁移(管腔形成和成

熟等多个步骤!在缺血性疾病的发展(治疗和预后中发

挥重要作用)

$

*

' 本研究发现补阳还五汤含药血清促

进
NM+>&C

增殖(迁移和管腔形成!进一步在体外证

实补阳还五汤促进血管生成' 更为重要的是!笔者发

现补阳还五汤上调
NM+>&C

的
?@K7L

#

!#"

表达!采

用脂质体
!"""

转染
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

后!补阳还

五汤含药血清促进
NM+>&C

增殖(迁移和管腔形成

的作用被抑制!同时
3>U,

及其受体
3>U,K! ?K

#

7L

和蛋白表达下降'

?@K7LC

是一类内源性非编码单链小分子

K7L

!可调控多种基因表达!参与细胞增殖(分化(迁

移(存活和凋亡等病理生理过程)

!

*

' 近年来研究发

现!

?@K7L

在血管生成中发挥重要作用)

=

!

#"

*

'

?@K

#

7L

#

!#"

是一种缺氧相关的
?@K7L

' 研究发现!缺氧

诱导内皮细胞表达
?@K7L

#

!#"

!沉默或过表达
?@K

#

7L

#

!#"

证实
?@K7L

#

!#"

促进内皮细胞迁移(存活

和管腔形成)

%

!

:

*

' 脑缺血后缺血皮层
?@K7L

#

!#"

表

达增加!慢病毒载体介导
?@K7L

#

!#"

过表达促进缺

血脑组织血管生成)

##

!

#!

*

' 此外!研究发现正常大鼠脑

组织过表达
?@K7L

#

!#"

促进局部血管生成)

#%

*

' 本

研究发现!补阳还五汤含药血清上调
NM+>&C

的

?@K7L

#

!#"

表达!采用脂质体
!"""

转染
?@K7L

#
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!#" @DB@.@P4/

后!

NM+>&C

的增殖(迁移和管腔形成

减少' 上述结果表明!

?@K7L

#

!#"

介导补阳还五汤

含药血清促进
NM+>&C

血管生成'

血管生成受到多种血管生长因子调控!其中

3>U,

信号通路作用非常重要'

3>U,

与
3>U,K!

结合促进内皮细胞增殖(迁移和管腔形成)

#:

*

' 以往研

究发现!

?@K7L

#

!#"

主要是通过下调靶基因
-ZB/@

#

DL%

表达促进血管生成)

%

!

#9

*

'

-ZB/@DC

家族在
3>U,

信号通路调控血管生成过程中发挥重要作用)

#<

*

' 娄

远蕾等)

#9

*发现
?@K7L

#

!#"

过表达下调靶基因
-ZB

#

/@DL%

表达!上调
NY3>&C

的
3>U,

表达!促进内皮

细胞迁移进而形成毛细血管管腔结构'

\@0 ,

等)

:

*研究

发现!肾脏缺血再灌注损伤上调
?@K7L

#

!#"

表达!从

而促进内皮细胞
3>U,

及其受体
3>U,K!

表达诱导血

管生成'

^-DE \

等)

#%

*在体研究发现
?@K

#

!#"

通过上

调
3>U,

表达促进正常脑组织血管生成'

*1DE '

等)

#8

*研究发现活血安心方通过上调
?@K7L

#

!#"

和

3>U,

表达促进急性心梗后心肌血管生成' 笔者前期

研究发现!补阳还五汤上调脑缺血后
3>U,

和
MG7,

表达促进神经发生和血管生成)

<

!

#$

*

' 在本研究发现补

阳还五汤含药血清促进
NM+>&C

的
3>U,

(

3>U,K!

?K7L

和蛋白表达增加!转染
?@K7L

#

!#" @DB@.@P4/

后!

3>U,

(

3>U,K! ?K7L

和蛋白表达下降' 上述结

果表明!补阳还五汤通过上调
?@K7L

#

!#"

促进
3>U,

(

3>U,K! ?K7L

和蛋白表达'

总之!本研究结果表明!补阳还五汤体外促进
NM

#

+>&C

增殖(迁移和管腔形成!机制可能与其上调

?@K7L

#

!#"

表达激活血管内皮细胞
3>U,

信号通路

有关'

利益冲突#作者声明无竞争性利益冲突'
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